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胡 成 钰 ,23， 谢 宗 波 ?， 张 义 兵 !， 陈 玉 栋 !， 邓 政 东 3,， 蒋 ” 瑞 !， 桂 建 芳 !，* 
(1. 中 国 科 学 院 水 生生 物 研究 所 ， 淡 水 生态 与 生物 技术 国家 重点 实验 室 ， 湖 北 武汉 ”430072; 
2. 中 国 科 学 院 研究 生 院 ， 北 京 100039; 3. 南昌 大 学 生命 科学 学 院 ， 南 昌 330047) 


摘要 : 根据 鲫鱼 类 PKR 和 蛋白 激酶 基因 (CaPKR-like) 的 全 长 cDNA 序列 ， 克 隆 CaPKR-like Za 结构 域 cDNA 
(Zal. Zo2 和 Zul Za2) ， 原 核 表 达成 功 获得 3 种 融合 蛋白 Pai. Pani Pzano. 凝 胶 阻 滞 实 验 结果 显示 : Pai. 
Pao. Pa Pz? 混 合 表 达 和 蛋白 不 能 与 聚 肌 胞 苷 酸 (Poly I:C) 结合 ， 而 表达 完整 的 Za 结构 域 的 Pzizo 与 Poly I:C 
有 明显 的 结合 现象 。 另 外 ，3 种 表达 多 肽 Pz 、Pzz 和 Pzusizsz 在 体外 分 别 都 能 聚合 形成 二 聚 体 。 与 Pza 相 比 ，Pza 
和 Pziz2 二 聚 化 现象 显著 。 结 果 暗 示 病 毒 复制 时 产生 的 副 产 物 dsRNA 能 与 CaPKR-like 蛋白 的 相关 结构 域 结合 从 
而 调节 其 生理 功能 。 
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Binding of the Za Domain from a Carassius auratus Protein 
Kinase PKR-like to Polyinosinic: Polycytidylic Acid 
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Abstract: Three fusion peptides, Pz,;, Pz,; and Pz,iz;? for Zal domain, Za2 domain, and ZalZa2 domains of Caras- 
sius auratus PKR-like gene, respectively, were successfully expressed by a prokaryotic expression system and then purified 
by affinity chromatography. Gel mobility shift assay revealed that Pz,17,? rather than Pz,,, Pzo2, and mixture of Pz and 
Pzw2, was capable to bind to polyinosinic : polycytidylic acid (Poly 1: C) in vitro. In addition, all of the three fusion pep- 
tides all could form dimer, with strong dimerization for Pz;? and Pz,1z;? but a relative weak one for Pz,; . The results suggest 
that dsRNA, the by-product generated during virus replication in host cells, probably binds to the Za domain of CaPKR- 
like and then regulates its physiological function. 


Key words: CaPKR-like protein kinase; Za domain; Prokaryotic expression; Poly I: C binding; Dimerization 


高 度 保守 的 ZoB (Z-DNA 结合 域 ) 结构 首先 在 bert et al, 1997; Patterson et al ，1995) ， 能 将 RNA 
ADARI 中 得 到 鉴定 (Schwartz et al, 1999; Bass， ”中 的 腺 味 叭 转变 为 次 黄 味 吟 (Liu & Samuel, 1996; 
1997; Herbert et al, 1995, 1997; Patterson et al, Patterson & Samuel, 1995), .& ADARI Bj N - 9H 
1995)。ADAR1 为 双 链 RNA 腺 苷 脱 氨 酶 ， 是 由 于 ”两 个 构象 高 度 保 守 的 Z-DNA 结合 域 ，Za 和 Zg, 各 
扰 素 诱导 的 一 种 RNA 编辑 酶 (Bas, 1997; Her- “由 ?70 多 个 氨基 酸 残 基 组 成 。 此 外 在 肿瘤 蛋白 DLMI1 
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及 痘 苗 病毒 、 天 花 病毒 、 口 疮 病毒 、 皱 皮 病 毒 、 猪 
痘 病 毒 、 瘤 痘 病 毒 和 牛痘 病 毒 等 病毒 的 E3L 蛋白 也 
发 现 有 Zo 结构 域 (Kim et al, 2003), Schade et al 
(1999a, b) 利用 多 维 核磁 共振 发 现 Zo 的 拓扑 学 结 
构 为 alBla2a3B28B3， 其 中 B1 和 B3 能 相互 作用 。 点 
诱 变 显示 o3. B3 以 及 82. B3 会 影响 Zo 与 Z-DNA 
结合 。 

ADAR1 Zo 对 超 负 螺 旋 的 左旋 DNA (Z-DNA) 
有 高 度 的 亲 和 人 性 (Herbert et al，1998)。 由 于 Z- 
DNA 是 一 种 处 于 高 能 状态 的 不 稳定 DNA， 其 构象 
要 靠 ZaB-Z-DNA 复合 物 来 维持 ;所 以 ， 在 一 般 情况 
下 ， 未 形成 复合 物 的 Z-DNA 很 容易 转变 为 B-DNA 
( 右 旋 DNA) (Schade et al, 19992, b; Herbert et 
al, 1998). Herbert et al (1998) 发 现 Z-DNA 与 Zof 
结合 的 位 点 为 很 短 的 特定 序列 ， 不 超过 6 bp， 同 时 
认为 ZoB 与 DNA 结 合 是 构象 依赖 性 而 非 序 列 依 赖 性 。 

PKR 是 双 链 RNA 激活 的 、 干 扰 素 诱 导 的 丝 氨 
酸 和 蛋白 激酶 [double stranded (ds) RNA activated, 
interferon induced protein kinase ]， 它 作为 干扰 素 系 
统 中 重要 的 效应 子 而 受到 广泛 的 研究 。 哺 乳 类 PKR 
蛋白 的 N - 端 为 两 个 dsRBMs 域 (dsRBMI 和 
dsRBM2 )， 并 能 够 高 效 结合 dsRNA (Green & 
Mthew, 1992; McCormack et al, 1992; Thomis & 
Samuel, 1993; Clemens & Elia, 1997), $88 f& J& 
PKR 基因 ( Carassius auratus CaPKR-like) 是 从 鲫 色 
中 克隆 的 、 与 哺乳 类 PKR 高 度 同 源 的 基因 ， 编 码 
一 个 由 513 个 氨基 酸 组 成 的 蛋白 。 虽 然 其 C - 端 具 
有 PKR 家 族 高 度 保守 的 功能 结构 域 , 但 N - 端 没 
有 典型 的 dsRBM， 取 代 的 是 两 个 Z-DNA 结合 域 
(Zal 和 Za2) (Hu et al, 2004), AX JL JL dT B2 
( polyinosinic : polycytidylic acid, Poly I:C) 是 人 工 合 
成 的 dsRNA, ， 能 有 效 激活 干扰 素 系 统 基 因 包 括 PKR 
基因 的 表达 (Zhang et al, 2003, 2004; Zhang & 
Gui, 2004), 2M T it —1b T f CaPKR-like 是 否 具有 
与 哺乳 类 PKR 相同 的 功能 ， 本 文通 过 原核 表达 
CaPKR-like 包含 Za 的 结构 域 ， 发 现 表 达 多 肽 与 哺 
乳 类 PKR dsRBM 一 样 ,在 体外 能 有 效 结合 Poly I:C。 


1 材料 和 方法 


1.1  CaPKR-like Za 结构 域 的 克隆 

根据 CaPKR-like 基因 的 cDNA 序列 设计 了 2 对 
引物 ;:F1(5-ATCGGATCCATGCGAGAGGAAGATCAT- 
TCAT-3,， 含 BamH I 酶 切 位 点 )，R1 (5-GCTC- 


GAGTCACTTCTCCATTAGATCCCA-3, 含 Xho I KR 
UV. 4); F2(5S-ATCGGATCCATGTCTCTGACGACGA- 
CAG3, & BamH 工 酶 切 位 点 )，R2 (5-GCTC- 
GAGTCACTCGCCTTCCAGAAGC-3， 含 Xho 工 酶 切 
位 点 )。 利 用 Advantage cDNA Polymerase Mix (Clon- 
tech)， 以 引物 Fl + R1 组 合 从 灭 活 GCHV 诱导 的 
SMART-cDNA 文库 中 得 到 包含 Zal 结构 域 的 cDNA 
(CaPKR-like 蛋白 的 第 8 一 65 氨基 酸 ); F2 + R2 引 
物 扩 增 包 含 Za2 结构 域 的 cDNA (第 80—145 氨基 
酸 ); FI +R2 引物 扩 增 包括 Zal + Za2 结构 域 的 cD- 
NA (第 8 一 145 氨基 酸 )。 将 上 述 3 种 目的 cDNA 片 
段 通过 引物 上 的 酶 切 位 点 定向 插入 原核 表达 载体 
pET32a (Novagen), ， 测 序 分 析 插 入 片段 序列 的 正确 
性 ,然后 转化 到 大 上 肠 杆 菌 DE3 中 经 IPTG 诱导 表 
达 。 

1.2 CaPKR-like Zo. 多 肽 的 表达 和 纯化 

转化 表达 质粒 的 DE3 接 人 5 mL 含 Amp ff] LB 
培养 基 中 ，37 % 振 葛 培 养 过 夜 ， 而 后 接种 于 500 
mL 4 Amp 的 LB 培养 基 中 ，37 振荡 培养 ， 当 检 
测 菌 液 0ODeoo 为 0.6 ~ 0.8 时 ， 加 入 IPTG (fEFHIK 
度 为 1 mmol/L) 诱导 ，37 所 继 续 培 养 4 - 6 h。 

取 诱 导 菌 液 离心 (4 C, 10 000 g) 10 min, 
菌 体 沉淀 用 25 mL 1 x Binding buffer (组 成 见 His- 
Bind Kit 操作 手册 ，Novagen) 重 悬 ， 超 声波 破碎 ， 
离心 (4C, 14 000 g) 20 min， 取 上 清 通过 His- 
Bind 树脂 亲 和 层 析 的 方法 纯化 目的 多 肽 〈 具 体操 作 
见 His-Bind Kit 操作 手册 ，Novagen)。 纯 化 多 肽 在 
缓冲 液 (20% 甘油 ，150 mmol/L NaCl, 1 mmol/L 
DIT, 0.5 mmol/L EDTA, 20 mmol/L HEPES, pH 
7.5) 中 透析 过 夜 ，- 80 和 保存 备用 。 

1.3” 凝 胶 阻 滞 实 验 

在 10 uL 体系 中 ，3 种 纯化 多 肽 Pzs、Pzsz 和 
Pzo1zo2 分 别 与 Poly 1:C 混合 ， 表 达 多 肽 和 Poly I:C 
的 终 浓 度 均 为 0.2 ng]pL。 然 后 置 冰 上 30 min，1% 
琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 。 设 置 不 加 表达 多 肽 的 Poly 1:C 
作对 照 。 如 果 表 达 多 肽 与 Poly I:C 发 生 结合 ， 则 在 
电泳 中 Poly I: C 迁移 率 下 降 ， 相 应 的 条 带 发 生 灌 
后 。 

1.4 CaPKR-like Za 表达 蛋白 的 聚合 分 析 

fr 10 uL 体系 中 , 将 3 种 纯化 多 肽 Pz;、Pz。z 和 和 
Pzizno ( 终 浓度 为 0.6 ug/uL) 分 别 直接 、 或 与 Poly 
I:C ( 终 浓 度 为 0.4 yg/uL) 混 匀 ， 置 冰 上 1 h 后 加 
人 缓冲 液 (0.25% 省 芬 蓝 ，40% 蔗糖 的 水 洲 液 ) 进 
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行 12%SDS-PAGE 电泳 ， 考 马 斯 亮 蓝 染色 观察 表达 
多 肽 的 聚合 。 设 置 直接 置 冰 上 1 h、 然 后 加 入 296 
SDS 煮沸 3 min 的 3 种 纯化 表达 多 肽 作为 对 照 。 


2 结 果 
2.1  CaPKR-like 基因 Zo. 结构 域 的 原核 表达 及 蛋 
白 纯化 


根据 已 经 获得 的 CaPKR-like 基因 的 cDNA FF 
列 ， 利 用 PCR 方法 分 别 得 到 包含 第 一 个 Za 结构 域 
的 cDNA 片段 (Zal cDNA, 编码 CaPKR-like 蛋白 


(kD) M 1 2 


97 — — We EE. 
66— 





43— 


31— * 


的 第 8 一 65 氨基 酸 ) ， 包 含 第 二 个 Za 结构 域 的 cD- 
NA 片段 (Za2 cDNA， 编 码 第 80 一 145 氨基 酸 )， 
以 及 包含 两 个 Za 结构 域 的 cDNA 片段 (ZalZa2 cD- 
NA， 编 码 第 8 一 145 氨基 酸 )， 连 接 到 原核 表达 载 
体 pET32a, PCR 检测 和 序列 分 析 证 实 与 预期 的 
Zal、Za2 和 ZalZa2 序列 一 致 。 分 别 取 3 种 转化 成 
功 的 DE3 菌 液 经 IPTG 诱导 表达 获得 预期 大 小 的 融 
合 蛋 白 Pz1、Pzw 和 Pzizo (图 1)。 因 为 融合 蛋白 
带 有 His 标签 ， 因 此 采用 His-Bind 树脂 进行 亲 和 纯 
化 后 ， 得 到 了 3 种 纯化 的 融合 蛋白 (图 2)。 





图 1 CaPKR-like 基因 Za 结构 域 的 原核 表达 


Fig. 1 


Prokaryotic expression of CaPKR-like Za domains 


M: 标准 蛋白 ; !: 经 诱导 表达 获得 的 含有 融合 蛋白 Pana. Paof Pzuz 的 全 部 细菌 蛋白 ; 2; 未 经 诱导 


表达 的 全 部 细菌 蛋白 。 


Total proteins of the non-induced host strain (2) and the induced host strain transformed with Pz,;, Pz,; and 
Pzuz2 (1) were separated on 1296 SDS-PAGE. M: Protein molecular weight marker. 
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图 2 ”CaPKR-like Za 融合 蛋白 的 亲 和 层 析 纯 化 
Fig. 2 Purification of three kinds of CaPKR-like Za fusion proteins by affinity chromatography 
M: 标准 蛋白 ; 01: 纯化 的 融合 蛋白 Pzot、Pzw 和 Pzazoc 


1: Purified Pz,,, Pz;; and Pzuizz;i M: Protein molecular weight marker. 
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2.2 CaPKR-lke 基因 Zo. 表达 多 肽 与 Poly I:C 的 
结合 

结果 如 图 3， 将 Pr 和 Pzz， 以 及 Pzs 和 Pzoil 
合 多 肽 分 别 与 Poly I:C 作用 后 ， 了 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检 
ill Poly I: C 不 发 生 阻 河 作 用 ,但 Poly I:C 与 Pzuizuz 
作用 后 产生 明显 的 阻 滞 (图 3 箭头 显示 )。 这 表明 
包含 Zal 和 Za2 结构 域 的 表达 多 肽 能 有 效 结合 Poly 
I:C, 但 是 Pz, fl Pzwz 以 及 它们 的 混合 多 肽 都 不 能 
结合 Poly I:C。 结 果 同 时 表明 ， 虽 然 表 达 的 Py。i、 
Pzw 和 Pzuzuz 都 是 融合 蛋白 〈 包 含有 组 氨 酸 标签 ) ， 
但 融合 蛋白 中 的 组 所 酸 标签 不 能 .也 不 影响 与 Poly 
I:C 的 结合 。 


Poly IC + 
Pzai d 


1 1 + 十 
1 二 1 二 
| + 二 十 





图 3 CaPKR-like Za 多 肽 与 Poly I: C 的 凝 胶 阻 滞 分 析 
Fig. 3 Gel mobility shift assay for the binding of CaPKR- 
like Za fusion proteins to Poly I: C 

在 3 种 CaPKR-like Za 表达 多 肽 中 ， 只 有 Pzuzo 能 结合 Poly I:C. 
箭头 示 Poly I: C 阻 滞 带 。 

Among the three expressed peptides of CaPKR-like Ze, only Pz,iz;? 
can bind to Poly I: C. The retarded band of Poly I:C is indicated by 
the arrow. 


进一步 检测 了 Pzo1zo2 浓 度 对 结合 Poly I: C 能 力 
的 影响 。 结 果 如 图 4, 在 10 pL 体系 中 , 当 Poly I:C 
浓度 一 定 (0.1 pg/pL) 时 ， 随 着 Pzo1zoz 浓 度 的 增 
加 ， 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 Poly I: C 的 阻 滞 作用 越 明 
显 。 
2.3 CaPKR-like 基因 Za 表达 多 肘 的 聚合 

3 种 表达 多 肽 Pra. Pzo. PzazoUK E 1 h 后 
分 子 间 能 聚合 形成 二 聚 体 (图 5)。 三 者 比较 而 言 ， 
Pzu 只 有 微弱 的 聚合 反应 ， 而 Pz 和 Pzazo a X 
应 明显 。 另 外 ， 结 果 显 示 Za 表达 多 肽 的 聚合 与 是 
否 存在 Poly I:C 无 关 ， 而 加 入 SDS 并 者 沸 3 min 会 
破坏 聚合 作用 。 


0.2 
0.1 


0.4 
0.1 


0.6 
0.1 


0.8 
0.1 


Pzaizo2 (hg/RL) 0 
Poly IC (ug/uL) 0.1 





图 4 Pziz2;EBX S Poly I:C 的 影响 
Fig. 4 Influence of Pz,17;? concentration on its 


binding to Poly I: C 





图 5 CaPKR-like Za 多 肽 的 体外 二 聚 化 
Fig. 5 In vitro dimerization of CaPKR-like Za fusion proteins 
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3 讨论 

目前 关于 Zo8 结构 域 功 能 的 认识 主要 源 于 对 人 
ADARI 的 相关 研究 (Schwartz et al, 1999; Bass, 
1997; Herbert et al, 1995, 1997, 1998; Patterson 
et al, 1995; Liu & Samuel, 1996; Patterson & 
Samuel, 1995; Kim et al, 2000, 2003; Schade et 
al, 19993, b; Brown et al, 2000). AXI ZaB 结 
构 域 的 命名 最 初 是 因为 发 现 其 能 特异 结合 Z-DNA， 
但 后 来 的 证 据 显示 体外 表达 的 Zag 多 肽 也 能 通过 某 
种 机 制 与 B-DNA 或 Z-RNA 结合 (Brown et al, 
2000; Schade et al, 1999b; Kim et al，2000)。 然 
而 迄今 对 ADARI Zog 准确 的 生物 学 功能 仍 不 十 分 
清楚 。Herbert et al (1998) 认为 Zog 结构 域 对 
ADARI 编辑 新 转录 RNA 起 调节 作用 。 例 如 ，RNA 
聚合 酶 亚 在 发 挥 转录 活性 时 能 导致 邻近 的 DNA 序 
列 形 成 负 超 螺旋 (Z-DNA) 结构 ， 这 时 Zog 可 能 会 
引导 ADARI 5j Z-DNA 结合 、 定 时 定量 地 编辑 
RNA， 从 而 调节 RNA 聚合 酶 于 的 转录 活性 。 序 列 
分 析 表 明 ，CaPKR-like 蛋白 的 N — 端 调节 区 也 有 2- 
DNA 结合 域 (Zal 对 应 于 ADARI Za, Zo2 对 应 于 
ADARI ZB) (Hu et al, 2004), Hi-F CaPKR-like 是 
第 一 个 报道 的 具有 Za 结构 域 的 PKR 同 源 物 ， 同 时 
该 基因 能 被 Poly 1:C、 病 毒 感染 和 干扰 素 诱 导 表 达 
(Hu et al, 2004; Zhang et al, 2003, 2004; Zhang 
& Gui，2004)。 因 此 我 们 推测 CaPKR-like Za 应 该 
具有 ADAR ZaB 结构 域 的 相关 功能 ， 但 也 可 能 具有 
与 PKR dsRBM 相 类 似 的 功能 活性 ， 如 能 与 dsRNA 
结合 、 形 成 二 聚 体 等 。 

凝 胶 阻 沾 实 验 是 一 种 常用 的 定性 分 析 核 酸 与 重 
白 结合 的 方法 。 其 原理 是 核酸 与 蛋白 结合 后 而 导致 
核酸 迁移 率 下 降 ， 在 琼脂 糖 电泳 时 相应 电泳 带 发 生 
滞后 ， 因 此 很 容易 鉴定 核酸 与 蛋白 是 否 发 生 结合 。 
本 研究 发 现 包 含 Zal 和 Za2 两 个 结构 域 的 表达 多 肽 
Pzulzoz 与 Poly 1:C 有 明显 的 结合 作用 ， 但 Pzst 、Pzoz 
以 及 Pz 和 Pzws 进 行 混合 后 都 不 与 Poly 1:C 结合 
(图 3)， 表 明 一 个 完整 的 Zag (包括 Za 和 Zg 之 间 
的 连接 氮 基 酸 ) 可 能 更 有 利于 与 Poly 1:C 的 结合 ， 


参考 文献 : 


Bass BL. 1997. RNA editing and hypermutation by adenosine deamina- 
tion [J]. Trends Biochem. Sci., 22: 157 - 162. 


而 且 这 种 结合 可 能 并 非 两 个 结构 域 的 相互 作用 ， 这 
一 特性 和 人 ADARI Zapg 与 Z-DNA 结合 相似 。 同 样 
利用 凝 胶 阻 滞 分 析 的 方法 ，Schwartz et al (1999) 
发 现 ， 虽然 组 成 人 ADARI 的 Za 和 Zg 序列 具有 很 
高 同 源 性 ， 但 Zo 能 与 Z-DNA 结合 而 Zg 却 不 能 ， 
同时 完整 的 Zag 与 Z-DNA 的 亲和力 要 比 Za 的 高 5 
fi. 

病毒 或 Poly I: C 感染 哺乳 类 细胞 时 ， 本 底 表达 
但 没有 活性 的 PKR 的 dsRBM 将 结合 dsRNA， 引 起 
PKR 分 子 间 的 dsRBM2 相互 作用 ， 导 致 PKR 分 子 
二 聚 化 或 多 聚 化 ， 从 而 激活 PKR (Clemens & Elia, 
1997; Tian & Mathews，2001)。 本 研究 结果 表明 ， 
Pz 、Pzwz 和 PzazosbH6 x5, mA PM XE 
能 力 较 弱 (图 5)。 男 外 ， 实 验 中 没有 发 现 多 到 化 
现象 。 在 哺乳 类 ，PKR 8 — X (b EE ET 
dsRBM2-dsRBM2 的 相互 作用 ， 而 dsRBMI-dsRBMI 
的 结合 很 微弱 (Clemens & Elia, 1997; Tian & 
Mathews，2001) ， 最 近 的 研究 还 证 实 超过 一 定 浓度 
的 PKR 二 聚 化 、 自 我 磷酸 化 、 激 活 可 以 不 需要 
dsRNA 的 结合 刺激 (Lemaire et al，200$)。 本 实验 
结果 初步 表明 Poly I:C 对 CaPKR-like 的 Pz,;, Pz, 
和 Pzulizo 形 成 二 聚 体 没有 促进 作用 (图 5)。 

CaPKR-like 蛋白 同时 具有 哺乳 类 干扰 素 系统 中 
两 种 重要 的 效应 蛋白 ADARI 和 PKR 的 结构 特征 。 
虽然 现在 还 不 清楚 是 否 其 他 鱼 类 也 具有 与 CaPKR- 
like 类 似 的 PKR 基因 ,或 者 是 否 由 于 鱼 类 低 等 的 
进化 地 位 以 及 与 哺乳 类 面临 不 同 的 进化 压力 导致 不 
同 鱼 类 的 PKR 基因 有 非常 大 的 变异 ， 但 是 前 期 的 
工作 表明 ，CaPKR-like 基因 具有 与 哺乳 类 PKR 相 
同 的 诱导 表达 特性 (Hu et al, 2004; Zhang et al, 
2003, 2004; Zhang & Gui，2004)。 本 研究 的 初步 
结果 表明 CaPKR-like 的 Za 结构 域 在 体外 能 够 结合 
dsRNA (Poly I:C)， 而 且 能 够 二 聚 化 。 由 于 在 病毒 
感染 的 细胞 中 会 产生 dsRNA 副 产 物 ， 因 此 意味 着 
CaPKR-like 蛋白 在 病毒 感染 的 细胞 中 很 可 能 也 能 结 
合 dsRNA， 并 形成 二 聚 体 ， 行 使 类 似 哺 乳 类 PKR 
的 各 种 生理 功能 。 但 是 阐明 Za 结构 域 在 CaPKR- 
like 功能 中 的 重要 作用 还 必须 有 更 多 的 实验 证 据 。 
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